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緒言 
 
・化石資源利用の時代 
 人類は、産業革命以来、石炭や石油、天然ガスなどの化石資源を利用し、暮
らしを豊かにしてきた。化石資源の中でも、石油は世界の一次エネルギー消費
の中で最大のシェアを占めている事、原油価格が他のエネルギー源の価格や需
要動向に影響を及ぼす事や世界経済にも大きな影響を与える事から、最も影響
力の大きい化石資源であると言える。 
 石油は精製プロセスを経て、様々な化学製品へと合成される。原油は常圧蒸
留装置によって、ガス留分、ナフサ留分、灯油留分、軽油留分、残油に分離さ
れる。その後更なる精製工程を経た後の、ガス留分、灯油留分、軽油留分、残
油の主な利用用途は燃料としての利用である。一方ナフサ留分は、燃料として
利用される他、石油化学原料でもある。ナフサの精製により、ベンゼン、トル
エン、キシレンなどの芳香族化合物を得る事が出来る。また、ナフサをクラッ
キングする事で、エチレン、プロピレン、ブチレンなどのオレフィン系炭化水
素が得られる。これらの基幹化合物から様々な化合物を合成し、加工する事で、
現在我々の身の回りにある、プラスチックや樹脂など様々な製品が作られてい
る。このように、石油には幅広い利用用途がある。さらに、石油はタンカーや
パイプラインなどで輸送する事ができ、大量輸送可能である事が利点として挙
げられる。 
 しかし、石油と始めとする化石資源の確認可採埋蔵量は限られている。埋蔵
量は、石油が 1兆 6689億バレルで、可採年数は 42年、天然ガスが 187兆 m3で
可採年数は 60 年、石炭が 8609 億トンで可採年数は 120 年と言われている。昨
今の採掘技術の進歩により、採掘可能な化石資源の量は増加している。しかし、
化石資源の消費速度は再生速度を大きく上回っており、枯渇が危惧されている。 
 また化石資源の使用には、環境への負荷が大きいという問題点がある。例え
ば、地球温暖化や大気汚染などが挙げられる。現在、地球温暖化は大気中の二
酸化炭素の増加により引き起こされると考えられている。化石資源の燃料とし
ての利用により大量の二酸化炭素が排出される他、不必要な石油化学製品の焼
却処分などからも二酸化炭素が排出され、地球環境の維持の観点から問題視さ
れている。以上の事から現在、化石資源への依存度の低減が求められている。 
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・バイオマス資源 
 化石資源の代替資源の一つとして、バイオマス資源が挙げられる。バイオマ
ス資源とは「再生可能な、生物由来の有機性資源で化石資源を除いたもの」で
ある。現在、地球上に存在するバイオマス資源量は乾燥菌体重量で考えた場合、
1.2-2.4 兆トンが存在すると考えられている。この量は、現在推定される化石資
源のエネルギー量を上回るとも言われている。さらにバイオマス資源は、毎年
現在量のおよそ 10 %の量が再生されると考えられている。また、バイオマス資
源は二酸化炭素と水、太陽エネルギーによって再生される。このように再生の
過程で大気中の二酸化炭素を利用する事から、地球温暖化の解決法の一つとし
て考えられている。以上の事から、バイオマス資源は持続性が高く、環境に優
しい資源であり、現在バイオマス資源の有効利用が期待されている。 
 バイオマス資源を大きく二つに分類すると、可食バイオマスと非可食バイオ
マスに分ける事が出来る。可食バイオマスはその名の通り、食用として利用で
きるものである。代表的なものとして、トウモロコシやサトウキビなどが挙げ
られる。ブラジルでは国家的にサトウキビからのバイオエタノールが生産され
ている。しかし可食資源のエネルギーや化成品原料としての利用は、食物資源
との競合を引き起こす。今後更なる人口増加が予測されている現状、可食資源
を化石資源の代替として利用する事は望ましくないと言える。 
 一方、非可食バイオマスは、可食バイオマス以外のバイオマス資源の事であ
る。廃棄物系バイオマスや、未利用バイオマスなどがこれに含まれる。代表的
なものとして、稲わらやバガス(サトウキビの絞りかす)などが挙げられる。これ
らの非可食バイオマスは、食物資源と競合せず、安価で大量に余剰している。
そこで現在、非可食バイオマス資源の有効利用が期待されている。再生可能な
バイオマス資源により、化石資源の持続性が低いという弱点を補い、化石資源
とバイオマス資源を適材適所で共に利用していく事が望ましい。 
 
・バイオリファイナリー 
 バイオリファイナリー(biorefinery)とは、バイオの (bio) 精製所(refinery)という
考え方の事である。具体的には、バイオマス資源を原料として用いて、バイオ
燃料やバイオマス由来の化成品を生産する事である。原料であるバイオマス資
源から目的の生産物へ変換するプロセスとして様々な手法が挙げられる。例え
ば、熱化学的手法、バイオ工学的手法、化学的手法、物理的手法、あるいはこ
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れらを組み合わせた手法などが挙げられる。本研究では、バイオ工学的手法の
うち発酵法に着目した。 
 
・微生物発酵 
 発酵とは、微生物の働きにより、我々の役に立つ物を生み出す事である。発
酵技術は、その存在についてまったく無知であった有史以前から、酒造りなど
に利用されてきた。日本でも、酒造りだけでなく、味噌や醤油、納豆などの発
酵食品の生産に発酵技術が使用されてきた。その技術は進歩し、現在ではアミ
ノ酸や乳酸、エタノールなどが発酵により商業規模での生産が行われている。
発酵法の利点として、複雑な反応を微生物が一手に引き受けてくれる点、反応
条件が温和である点、酵素反応の連続なので立体選択性が高い点などが挙げら
れる。一方欠点として、反応時間が長い点、生成物濃度が低い点、数多くの代
謝物を産出するため分離、精製が難しい点などが挙げられる。これらの欠点を
克服するべく、遺伝子組み換え技術などを用いて菌体内の代謝を組み替え、目
的の生産物だけを高生産する微生物を作出する研究が、多くの研究者により勢
力的に行われている。また、原料のコストを低減するため、持続可能なものづ
くりの実現のため、といった観点から、発酵の原料として非可食バイオマス資
源を利用するための研究も盛んに行われている。 
 微生物が増殖し発酵を行う為には、栄養源が必要である。微生物が生育する
のに必要な栄養源は 1)エネルギー源、2)炭素源、3)窒素源、4)無機塩類、5)微量
栄養素または生育因子に分けられる。このうち、エネルギー源と炭素源につい
ては微生物の種類によって、明確な区別がなされない事もある。窒素源は、タ
ンパク質合成の素材としての各種アミノ酸生合成のため不可欠である。また微
生物の生育に必要な無機塩類としては、P、S、Mg、Kが比較的多量に必要であ
り、その他に数種類の微量金属元素が必要である。これらの栄養源のうち、本
論文では特に炭素源に着目した。 
 
・炭素源の重要性 
 炭素源は最も消費される栄養源であり、エネルギーや炭素の獲得に用いられ
る。また炭素は水分を除くと微生物に最も多く含まれる元素である。例えば、
大腸菌は乾物量の 50 %が炭素から構成されている(Table 1)。目的生産物の観点
から見ても、酸素元素と共にその大部分を占めており(Fig. 1)、炭素源は栄養源
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の中でも非常に重要なファクターであると言える。 
 また炭素源の種類も重要である。最も主要な炭素源はグルコースであるが、
グルコース以外にも微生物は様々な炭素源を資化する事が出来る。非可食バイ
オマス由来の炭素源では、グルコースに次いで、キシロースやアラビノースな
どのペントースが多く含有している。大腸菌を始め、いくつかの微生物はグル
コースだけでなくペントースも資化する事が出来る。しかしその代謝経路はグ
ルコースとは異なる。グルコースは解糖系を経て中央代謝に流れるが、キシロ
ースはペントースリン酸経路を経て中央代謝に合流する。また非可食バイオマ
スには、グルコースやキシロースなどの単糖が複数個結合したオリゴ糖も含ま
れる。グルコースが 2 つ結合したセロビオースでは、分解し資化する経路がこ
れまでに 3種類報告されている(1)。このようにグルコースが 2つ結合しただけで
も、その代謝経路に多様性が生じる。以上のように、炭素源の種類が異なると、
その代謝経路も多岐にわたる。このような代謝経路の違いは時として、目的生
産物の生産性に大きな影響を及ぼす。そのため、炭素源の種類も効率良く目的
物質を生産するための重要なファクターの 1 つである。 
 
・バイオマス由来の様々な炭素源の利用に関する研究 
 近年、グルコース以外のバイオマス由来の炭素源を発酵に利用する研究が盛
んに行われている。キシロースやアラビノースなどの単糖や、セロビオースを
始めとするオリゴ糖、でんぷんやセルロースなどの高分子、さらには稲わらや
バガス、コーンストーバーなどの実バイオマスまで、様々な炭素源が原料とし
て用いられ、研究されている。 
 酵母(Saccharomyces cerevisiae)を用いたバイオエタノール生産において様々な
炭素源が用いられている例を挙げる。酵母はグルコースに次いで非可食バイオ
マスに多く含有するキシロースを利用する事が出来ない、そのため遺伝子工学
を用いてキシロースを利用出来る酵母の開発が勢力的に行われている(2)~(5)。他
には、キシロース/セロビオースの混合糖の利用や(6)、でんぷん(7)、セルロース(8)、
稲わら(9)、などから酵母を用いてバイオエタノールを生産した報告がある。この
ように、利用された事のない炭素源を利用する研究や、利用出来ない炭素源を
遺伝子工学により、利用出来るようにする研究が数多く報告されている。これ
らの研究は、利用出来る炭素源の幅を広げる事に重きを置いている事が多く、
異なる炭素源間での生産性の違いに着目した報告は少ない。 
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 異なる炭素源間での生産性の違いに着目した数少ない研究例として、大腸菌
を用いたコハク酸生産の例が挙げられる(10)。この論文ではグルコース、フルク
トース、スクロース及び、それらの混合したものを炭素源に用いてコハク酸を
生産しており、炭素源間での生産性や収率の違いを議論し、その理由を考察し
ている。しかしその情報を元に生産性や収率をさせるまでには至っていない。
そこで本研究ではさらに一歩踏み込み、異なる炭素源間での生産性や収率の違
いなどに着目し、その情報を元に生産性向上のアプローチを見出す事を目指し
た。 
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Table 1. 大腸菌の元素分析 
元素 乾物量の% 元素 乾物量の% 
炭素 50 ナトリウム 1 
酸素 20 カルシウム 0.5 
窒素 14 マグネシウム 0.5 
水素 8 塩素 0.5 
リン 3 鉄 0.2 
硫黄 1 その他 ~0.3 
カリウム 1   
 
 
Fig. 1. (A) Top 10 chemicals from carbohydrate with biotechnological process. (B) The 
ratio by weight of element contained in top 10 chemicals. 
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・本論文の概要 
 本論文では、非可食バイオマスからの効率的な物質生産のために、発酵に必
要な栄養源のうち炭素源に着目した。これまでに、利用できる炭素源の幅を広
げる研究はあるが、それらの炭素源間での違いに着目した研究はほとんどない。
そこで、ファインケミカルであるエクトインとバルクケミカルである 2,3-ブタン
ジオールそれぞれの生産において、炭素源の違いが生産性に与える影響を解析
し、生産性向上に寄与する代謝改変を見出す事を目指した。 
 
第 1章 
 本章では、主にグルコースとキシロースが与える影響の違いに着目し、ファ
インケミカルであるエクトインの生産性向上を図った。エクトインは保水性に
優れた環状のアミノ酸であり、化粧品や保湿剤などに用いられるファインケミ
カルである。エクトインは現在 Halomonas elongataによりグルコースから年間数
トン生産されているが、原料をグルコースより安価な非可食バイオマスに代替
する事で、原料コスト低減によるプロセスの効率化が期待できる。始めに、H. 
elongataがバイオマス由来の様々な炭素源を資化できる事を明らかにした。その
中からグルコースとキシロースを炭素源に用いてエクトイン生産を行った結果、
キシロースを炭素源に用いた方が、生産性が高い事が分かった。次に、グルコ
ースとキシロースを用いた際の、遺伝子の発現解析及び、派生物量の比較を行
った結果、lysC の過剰発現及び、ectD の欠損というエクトインの生産性を向上
させる代謝改変を発見する事に成功した。また、グルコースとキシロースを用
いた際の共通の課題として、糖の消費量が少ない事に着目し、糖輸送体の過剰
発現により消費量を改善し、エクトインの生産性向上に成功した。また、様々
なバイオマス由来の炭素源からエクトインが生産可能である事も明らかにした。 
 
第 2章 
 本章ではグルコースとセロビオースの違いに着目し、セロビオースから効率
的に 2,3-ブタンジオールを生産する事を目指した。2,3-ブタンジオールは合成ゴ
ムの原料である 1,3-ブタジエンなどに変換する事が出来る有用な基幹化合物で
ある。これまでに病原性微生物による 2,3-ブタンジオール生産例が報告されてい
るが、安全性に配慮した非病原性微生物による生産技術の開発が求められてい
る。そこで本研究では非病原性の枯草菌に着目し、非可食バイオマスからの 2,3-
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ブタンジオール生産技術の開発を目指した。枯草菌はセロビオースを資化でき
る事が知られているが、セロビオースから 2,3-ブタンジオールが生産された報告
はない。そこで、セロビオースからの生産検討を行うと共に、グルコースを用
いた場合との比較を行った。その結果、セロビオースを分解する過程がボトル
ネックの 1 つである事を明らかにした。さらに外来の β-グルコシダーゼを発現
させる事で、ボトルネックを解消し、セロビオースから効率的に 2,3-ブタンジオ
ールを生産する事に成功した。またグルコースとセロビオースを用いた場合に、
前駆体の蓄積という共通の課題も見られた。更なる生産性向上のために、前駆
体の蓄積を減らし、収率を向上させる事が必要不可欠である。
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参考文献 
 
湯川 英明, (2006) バイオマスエネルギー利用技術 
 
石油学会, (2000) 石油精製プロセス, 講談社 
 
山根 恒夫, (2002) 生物反応工学 (第 3版), 産業図書 
 
日本生物工学会, (2005) 生物工学ハンドブック, コロナ社 
 
Naik SN, Goud VV, Rout PK, Dalai AK (2010) Production of first and second 
generation biofuels: A comprehensive review. Renewable and Sustainable Energy 
Reviews. 14, 578-597 
 
Bozell JJ (2008) Feedstocks for the future- Biorefinery Production of Chemicals from 
Renewable Carbon. Clean. 36 (8), 641-647 
 
(1) Sekar R, Shin HD, Chen R (2012) Engineering Escherichia coli cells for cellobiose 
assimilation through a phosphorolytic mechanism. Appl Environ Microbiol 
78(5):1611-4. 
 
(2) Kötter P, Ciriacy M (1993) Xylose fermentation by Saccharomyces cerevisiae. Appl 
Microbiol Biotechnol. 38 (6),776-783. 
 
(3) Eliasson A, Christensson C, Wahlbom CF, Hahn-Hägerdal B (2000) Anaerobic 
xylose fermentation by recombinant Saccharomyces cerevisiae carrying XYL1, XYL2, 
and XKS1 in mineral medium chemostat cultures. Appl Environ Microbiol. 
66(8):3381-6. 
 
(4) Tanino T, Hotta A, Ito T, Ishii J, Yamada R, Hasunuma T, Ogino C, Ohmura N, 
Ohshima T, Kondo A (2010) Construction of a xylose-metabolizing yeast by genome 
integration of xylose isomerase gene and investigation of the effect of xylitol on 
fermentation. Appl Microbiol Biotechnol. 88(5):1215-21. 
  12 
 
(5) Madhavan A, Tamalampudi S, Ushida K, Kanai D, Katahira S, Srivastava A, Fukuda 
H, Bisaria VS, Kondo A (2009) Xylose isomerase from polycentric fungus 
Orpinomyces: gene sequencing, cloning, and expression in Saccharomyces cerevisiae 
for bioconversion of xylose to ethanol. Appl Microbiol Biotechnol. 82(6):1067-78. 
 
(6) Ha SJ, Galazka JM, Kim SR, Choi JH, Yang X, Seo JH, Glass NL, Cate JH, Jin YS. 
(2011) Engineered Saccharomyces cerevisiae capable of simultaneous cellobiose and 
xylose fermentation. Proc Natl Acad Sci U S A. 108(2):504-9. 
 
(7) Yamakawa S, Yamada R, Tanaka T, Ogino C, Kondo A (2010) Repeated batch 
fermentation from raw starch using a maltose transporter and amylase expressing 
diploid yeast strain. Appl Microbiol Biotechnol. 87(1):109-15. 
 
(8) Yamada R, Taniguchi N, Tanaka T, Ogino C, Fukuda H, Kondo A (2011) Direct 
ethanol production from cellulosic materials using a diploid strain of Saccharomyces 
cerevisiae with optimized cellulase expression. Biotechnol Biofuels. 15;4:8 
 
(9) Sakamoto T, Hasunuma T, Hori Y, Yamada R, Kondo A (2012) Direct ethanol 
production from hemicellulosic materials of rice straw by use of an engineered yeast 
strain codisplaying three types of hemicellulolytic enzymes on the surface of 
xylose-utilizing Saccharomyces cerevisiae cells. J Biotechnol. 158(4):203-10 
 
(10) Wang J, Zhu J, Bennett GN, San KY (2011) Succinate production from different 
carbon sources under anaerobic conditions by metabolic engineered Escherichia coli 
strains. Metab Eng. 13(3):328-35. 
  13 
第 1 章 
 
Halomonas elongata を用いた非可食バイオマス由来炭素源からの 
エクトイン生産技術の開発 
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緒言 
 
・エクトイン 
 エクトイン (1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-primidinecarboxylic- acid)は環状のアミノ
酸であり、好塩菌Ectothiorhodospira halochlorisの分析において初めて発見された
化合物である(1)。エクトイン分子の生化学的特性として、様々な環境ストレス条
件下でタンパク質や生体膜の構造を安定化する性質があり、生体を熱、乾燥、
浸透圧などの環境ストレスから保護する働きがある。また水溶性や保湿性、抗
酸化活性に優れているといった性質がある。このような性質から、エクトイン
は、保湿剤や化粧品などに利用されているほか(2)、肺気腫、慢性閉塞性疾患、肺
線維症、肺ガンなどの治療に役立つ可能性が示唆されている有望なファインケ
ミカルである(3)~(5)。 
 1990年代半ばまでは、 エクトインを工業用に大量に生産する方法は確立され
ていなかった(6)。なぜなら、化学的な合成プロセスでは、様々な副生成物が生じ
るため、収率が悪い上に、多くの分離プロセスを伴うためコストが高くなり、
エクトインを工業用に大量生産できないといった問題点があるからである。し
かしながら、エクトインを生合成する好塩性細菌を用いた生物学的な合成プロ
セスでは、簡単かつ効率的にエクトインを生産できるため、好塩性細菌を用い
たエクトインの工業生産プロセスの開発に期待が寄せられている(2)。現在、エク
トインは好塩性細菌 Halomonas elongata を用いたバイオプロセスによりグルコ
ースを原料として年間数トン生産されていると言われているが(7)、医療分野への
応用などが期待されており、今後その需要の増加が見込まれている(2)。 
 
・エクトイン生産プロセス 
 これまでに様々なエクトイン生産プロセスが報告されているが、その多くは
好塩菌を用いたプロセスである。エクトイン生産プロセスは蓄積型と分泌型の2
つに大きく分類する事が出来る。蓄積型は微生物の菌体内にエクトインを生産
させた後、菌体からエクトインを抽出する手法である。代表的な好塩菌である
H. elongataはこの蓄積型に当てはまる(8)。蓄積型は菌体外の浸透圧に適応するた
めに、エクトインを蓄積する。そのため、蓄積型のプロセスは比較的高い塩濃
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度を必要とする。また菌体内にエクトインを蓄積させるため、回収法によって
は、比較的純度の高いエクトインを回収する事が可能である。一方、分泌型は
エクトインを菌体外に分泌させる方法で、Halomonas salinaなどの微生物で報告
がある(9)。また遺伝子組み換えにより蓄積型であるH. elongataを分泌型にさせた
報告もある(10)。好塩菌以外にもコリネ型細菌などを用いてエクトインを分泌生
産させた例もある(11)。分泌型の微生物は菌体外の浸透圧によらず、エクトイン
を生産し菌体外に分泌する。そのため蓄積型のような高い塩濃度を必要としな
い。しかしながら培地中にエクトインを分泌するため、蓄積型と比較し分離精
製プロセスにコストがかかってしまう欠点がある。 
 本研究では蓄積型である“bacterial milking”プロセスに着目した。このプロセ
スは、高浸透圧条件下でのfed-bacth法による高密度発酵プロセスと低浸透圧処理
により細胞外に排出されたエクトインを回収する分離精製プロセスとを組み合
わせたプロセスである(6)。本プロセスは繰り返し発酵が可能であり、また分泌型
より純度の高いエクトインを回収する事ができる。そこで本研究ではH. elongata
を用いた“bacterial milking”プロセスを想定し、1バッチあたりの反応の効率化
に取り組んだ。 
 
・好塩性細菌Halomonas elongata 
 H. elongataは好気性グラム陰性の桿菌であり、天日塩田から単離された微生物
である(12)。本研究では、タイ北東部の塩類集積土壌から単離されたH. elongata 
OUT30018株を実験に用いた。H. elongataは環境中の塩分濃度の変化に伴う浸透
圧ストレスに対して、適合溶質エクトインを生合成することで非常に広範囲の
塩分濃度(0.3% ~21%)に適応することが可能である(8)。好塩性細菌の中でも特に、
H. elongataは遺伝子組み換え系が確立されており、相同組み替えによる遺伝子の
欠損や挿入、プラスミドによる遺伝子の過剰発現などが容易に行える(13)。これ
までにエクトインの生合成経路が同定されている(14)。エクトインはアスパラギ
ン酸の下流に位置しており、アスパラギン酸の派生物であるL-Aspartate 
4-semialdehydeからEctA, EctB, EctCの3つの酵素が反応を触媒し、エクトインを生
産する(Fig. 1)。さらに、EctDという酵素により派生物であるヒドロキシエクト
インへと反応が行われる。エクトイン生合成経路だけでなく、近年H. elongata
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の全ゲノムが解読され、ゲノム情報を利用したゲノムワイドな代謝工学による
エクトイン生産の効率化が期待されている(7)。 
 本研究では、特にエクトイン生産の原料に着目した。なぜなら原料を安価で
豊富に存在する非可食バイオマスに代替する事で、原料のコストダウンによる
プロセスの効率化が期待できるからである。これまでに、グルコースを原料と
したエクトイン生産報告例は多数存在するが、グルコース以外のバイオマス由
来の炭素源、例えば、グルコースに次いで多くバイオマスに含有するキシロー
スなどを原料に用いた生産報告例はほとんどない。そこで本論文では、グルコ
ース以外のバイオマス由来の炭素源からのエクトイン生産技術の開発を目指し
た。その過程で、グルコースとキシロースがエクトイン生産に与える影響の違
いに着目し、新たな代謝改変を見出し、エクトインの生産性を向上させる事を
目指した。 
 
・エクトイン生産性向上のための代謝改変 
 近年の遺伝子工学技術のめざましい発展により、エクトイン生産においても
遺伝子組み換えを用いた代謝改変により生産性を向上させるアプローチが報告
され始めている。これまでに報告されている研究のほとんど全ては、エクトイ
ン生合成経路の下流を改変している。例えば、アスパラギン酸をリン酸化する
酵素LysCの改変や(15)、エクトイン分解経路の改変(7)などが報告されている。こ
れに対してエクトイン生合成経路の上流に着目した研究は皆無である。そこで
本章の後半では、糖の取り込みに着目した。糖の取り込みは微生物の代謝の最
初のステップであり、非常に重要な段階である(16)。そこで、糖の取り込みを改
善する事で、エクトイン生産能の向上を目指した。 
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Fig. 1. The ectoine biosynthetic pathway of H. elongata. LysC: aspartate kinase 
(encoded by lysC); Asd: β-aspartate-semialdehyde-dehydrogenase (encoded by asd); 
EctB: L-2,4-diaminobutyric acid transaminase (encoded by ectB); EctA: 
L-2,4-diaminobutyric acid N γ-acetyltransferase (encoded by ectA); EctC: ectoine 
synthase (encoded by ectC); EctD: ectoine hydroxylase (encoded by ectD). 
L-Aspartate
LysC Asd
EctA
EctC
L-4-Aspartyl-
phosphate
L-4-Aspartate-β-
semialdehyde
L-2,4-Diaminobutyrate
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実験材料及び実験方法 
1. 使用菌株および、プラスミド 
・大腸菌(Escherichia coli) 
DH5α：遺伝子のクローニングに使用した。研究室のストックを使用した。 
HB101/pRK20013：H. elongataへの形質転換の際に、接合伝達の補助に使用した
(17)。プラスミドpRK20013を保持させる為に、50 mg/Lのカナマイシンを培地に
添加し培養を行った。 
・Halomonas elongata 
OUT30018株: タイ北東部の塩類集積土壌から単離された株である。研究室のス
トックを使用した。培養する際には2%以上のNaClを含む培地を用いた。 
・プラスミド 
pHS15N： 
大腸菌とH. elongataのシャトルベクター、恒常的に発現するプロモーターを保有
しており、遺伝子の過剰発現に使用した(13)。アンピシリン耐性遺伝子及びスト
レプトマイシン耐性遺伝子を保有している。大腸菌に形質転換した際にはプラ
スミド保持の為に、150 mg/Lのアンピシリン及び40 mg/Lのストレプトマイシン
を添加して培養した。 
pK18mobsacB:  
H. elongataの遺伝子破壊に用いた(18)。カナマイシン耐性遺伝子を保有しており、
大腸菌でクローニングを行う際にはプラスミド保持の為に、50 mg/Lのカナマイ
シンを培地に添加し培養を行った。また、スクロース感受性遺伝子であるsacB
を保有しており、遺伝子破壊株の選抜はスクロースを含む培地で行った。詳し
い遺伝子破壊の操作については後述する。 
 
 
  19 
2. 試薬 
 第1章、第2章共に、特に記載のない試薬についてはナカライテスク (Kyoto, 
Japan)より購入し、使用した。 
3. 遺伝子組み替えにおける基本操作 
・ポリメラーゼ連鎖反応(PCR) 
Prime STAR HSもしくはPrime STAR MAXを使用した。反応液組成及び、サーマ
ルサイクルは付属のプロトコルに従って行った。 
・遺伝子断片の精製 
 試料溶液とPCI溶液(フェノール、クロロホルム、イソアミルアルコールを
25:24:1で混合させた溶液)を加え十分に懸濁させた後、15000 rpm 5 min 遠心し、
遠心後に上清を回収した。回収した上清と等量のクロロホルムを加え、十分に
懸濁させた後、再び15000 rpm 5 min 遠心し、遠心後に上清を回収した。回収し
た上清に対して10分の1量の3 M酢酸ナトリウム溶液と、2.5倍量のエタノール
(-20 ℃で冷却したもの)を加え混合した。-20 ℃で30 min放置した後、4 ℃ 15000 
rpm 10 min遠心し、上清を取り除いた。生じた沈殿を70%のエタノール(-20 ℃で
冷却したもの)で洗浄した後、乾燥させ、その後の操作に適宜使用した。 
・大腸菌からのプラスミドDNAの精製 
 大腸菌のコロニーをLuria-Bertani(LB)培地(各種抗生物質入り)3 mLに植菌し、
37 ℃で一晩培養した後、3000 rpm 10 min遠心し、培養した試験管から上清を取
り除き、菌体を回収した。回収した菌体から、Labo Pass Plasmid Mini Purification 
kitを用いて、プラスミドDNAを精製した。具体的な操作は付属のプロトコルに
従って行った。またLB培地の組成は10 g/L NaCl, 10 g/L トリプトン, 5 g/L 酵母
エキスであり、プレートを用いる場合には15 g/Lのアガロースを添加した。 
・ライゲーション反応 
 ライゲーション反応とは、線状化したベクターDNAとインサートDNAを結合
させる反応の事である。ベクターDNAにインサートDNAを挿入する為に行う。
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本章では全てのライゲーション反応をLigation MIXを用いて行った。反応液組成
及び操作は付属のプロトコルに従って行った。 
・DNA断片の分離及び精製 
 1 %のアガロースゲルを用いて、DNAの混合溶液を電気泳動により分離し、目
的のDNA断片のみをカッターナイフでゲルから切り出し、回収する。回収した
ゲル断片をWizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega)を用いて精製した。
具体的な操作は付属のプロトコルに従って行った。 
 
4. 大腸菌の形質転換 
・コンピテントセルの作製 
 大腸菌などの微生物に化学処理などを行い、外来のDNAを取り込みうる能力
を獲得した細胞をコンピテントセルと言う。大腸菌のコンピテントセルの調整
は以下に示す、Inoueらの方法に従い行った(19)。 
 大腸菌のシングルコロニーを5 mLのLB培地に植菌し、37 ℃で一晩培養した。
この大腸菌培養液2 mLをフラスコ内に入れた200 mlのSOB培地(2 % 
Bacto-triptone, 0.5 % Bacto-yeast extract, 0.05 % NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgSO4, 
10 mM MgCl2, pH 7.0)に植菌し、OD600=0.4~0.8になるまで、25 ℃ 200 rpmで培養
した。その後、培養液を氷中で5分間冷却した後、4 ℃ 3000 rpm 10 min遠心し、
菌体のみを回収した。回収した菌体に氷冷したTB buffer (10 mM PIPES,15 mM 
CaCl2·2H2O, 250 mM KCl, 55 mM MnCl2·2H2O, pH 6.7)を67 mL加え、ピペットを
用いて穏やかに懸濁させた後、10分間氷中で静置した。その後、4 ℃ 3000 rpm 10 
min遠心し菌体のみを回収した。回収した菌体に再び氷冷したTB buffer 16 mLを
加え、穏やかに懸濁させた。1.2 mLのDimethylsulfoxide (DMSO)をゆっくりと加
えながら、穏やかに混合させた後、10分間氷中で静置した。氷中で保存用のチ
ューブに分注し、直ちに液体窒素で凍結させ、-80 ℃で保存した。 
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・形質転換 
 上記で作製したコンピテントセルを氷上で融解させた後、コンピテントセル
の10分の1量以下のDNA溶液を加え、氷中に30分間静置した。42 ℃のヒートブ
ロック上で30秒間インキュベートし、その後速やかに氷中に戻し、2分間静置し
た。コンピテントセルの4倍量のSOC培地(20 mM glucoseを含むSOB培地)を加え、
37 ℃で1時間培養した。6000 rpm 2 minで遠心し、上清を100 μlほど残して取り
除いた。残った上清に菌体を再度懸濁させ、適当な抗生物質を含むLB寒天培地
に全量を展げ、37 ℃で一晩培養した。 
 
5. エクトインの発酵 
 3 %のNaClと0.4 %の炭素源を含むMM63培地で20時間培養した。培養した菌体
を回収し、上清を取り除いた後、15 %のNaClと0.4 %の炭素源を含むMM63培地2 
mLに再度懸濁させた。この時、OD600が2.2となるように菌体量を調整した。37 ℃ 
200 rpmで培養し、目的の時間で菌体を回収し、エクトインを抽出した。 
 MM63培地は、100 mM KH2PO4、15 mM (NH4)2SO4、1 mM MgSO4、3.9 μM FeSO4、
3 %か15 %のNaCl、0.4 %の各種炭素源から構成されている(20)。 
 
6. エクトインの抽出 
 あらかじめ重さを測っておいた2 mLチューブに菌体を回収し、15000 rpm 5 
minで遠心し、上清を取り除いた。取り除いた上清は後述する糖の分析に用いた。 
さらに、2回同様の操作を繰り返し、出来るだけ上清を取り除いた。その後、菌
体を回収したチューブの重さを測り、回収後と回収前の重さの差から、菌体の
湿重量を算出した。菌体の湿重量1 mgあたり、40 μlの滅菌水を加え懸濁させた。
15000 rpm 5 minで遠心し、上清を回収した。回収した上清をエクトイン抽出液
とし、HPLCによる分析により定量を行った。 
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7. 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いたエクトインの定量 
 Laryeaらの方法を元に分析を行った(21)。エクトイン抽出液30 μlと100 mM 
KH2PO4 30 μlを混合し撹拌した。540 μlの標識化液を加え、撹拌する。標識化
液は、132 mg 18-crown-6と2780 mg 4-bromophenacyl bromideを200 mLのアセトニ
トリルに溶解させた液体である。その後80 ℃で一時間反応させた後、室温まで
冷まし撹拌した後、10000 rpm 2min遠心し、上清を回収し、HPLCで分析するサ
ンプルとした。HPLCによる定量は以下の条件で行った。 
 SUPELCOSILTM LC-SCX (Sigma–Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)をカラムに
使用してHPLCの分析を行った。移動相は22 mM 塩化コリン、100 mL/L MillQ水、
900 mL/L アセトニトリルを混合させた混合液を用い、移動相の流速は1.5 
mL/minで行った。カラムオーブンの温度は28 ℃に設定し、検出器はUV検出器
を用いて、分析波長を254 nMに設定し分析を行った。またこの分析により、エ
クトイン及び、エクトインの派生物であるヒドロキシエクトインも同時に分析
する事が可能である。エクトイン及びヒドロキシエクトインの標準物質は
Sigma–Aldrichより購入したものを使用した。 
 
8. 稲わら加水分解物の糖化 
 稲わら加水分解物は、稲わらを10 MPaの圧力で130~300 ℃で加熱し得られた
液体画分を三菱重工業株式会社から購入し、使用した。糖化の方法については、
過去の知見を参考に次のように行った(22)。 
 稲わら加水分解物100 mLにhemicellulase (Fluka BioChemika Xylanase from 
Trichoderma viride)を7000 U/L添加した後、50 ℃ 100 rpmで24時間酵素糖化を行
った。 
 
9. グルコース濃度の測定 
 グルコース濃度は、グルコースCII-テストワコーを用いて測定した。96ウェル
プレートを使用し、発色試薬(緩衝液と発色剤を混合したもの) 200 μLにサンプル
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10 μlを加え混合した。37 ℃で5分間インキュベートした後、プレートリーダー
を使用し、505 nmでの吸光度を測定した。また検量線については、グルコース
濃度が500 mg/L、300 mg/L、200 mg/L、100 mg/L、0 mg/Lの標準溶液を調整し作
製した。 
 
10. キシロース濃度の測定 
 キシロース濃度はmegazyme D-xylose assay kitを用いて測定した。Bottle1~3ま
でを付属のプロトコル通りの組成で混合し、混合液を調整した。96ウェルプレ
ートを使用し、サンプル200 μLに対して、前述の混合液を92 μl加え、混合させ
た後、5分間室温で放置した。その後、プレートリーダーを使用し340 nmの吸光
度を測定しA1とした。Bottle4の液体を5 μL加え、素早く混合し、室温で6分間反
応させた。プレートリーダーで再度340 nmの吸光度を測定しA2とした。A2-A1
の値を算出し、キシロース濃度を求めた。検量線はキシロース濃度が50 mg/L、
30 mg/L、20 mg/L、10 mg/L、0 mg/Lの標準溶液を調整し、作製した。 
 
11. H. elongataへの形質転換 
 H. elongataへの形質転換は接合伝達により行った。E. coli DH5α/pHS15N、E. 
coli HB101/pRK20013、H. elongataをそれぞれ3 mLのLB培地で一晩培養した。大
腸菌は1 %のNaCl、H. elongataは3 %のNaClを含むLB培地を用いて行った。
pHS15Nはアンピシリン150 mg/L及び、ストレプトマイシン40 mg/L、pRK20013
はカナマイシン50 mg/Lを抗生物質に用いて培養を行った。それぞれの培養液1.5 
mLずつを10000 rpm 2min遠心し、菌体を回収した。2 %のNaClを含むLB培地を
それぞれ1 mL加え、菌体を懸濁させた。その後、10000 rpm 2min遠心し、上清を
取り除いた。菌体重量を測定し、おおよそ同じ濃度になるように2%のNaClを含
むLBを加え、菌体を懸濁させた。フィルターをシャーレにとり約70 %のエタノ
ールで消毒し、乾燥させた。乾燥したフィルターを2 %のNaClを含むLB寒天培
地に空気が入らないように広げた。E. coli DH5α/pHS15N、E. coli 
HB101/pRK20013、H. elongataそれぞれの懸濁液をそれぞれ30 μlずつ混合し、計
90 μlを先ほど広げたフィルター上に均一に広げ、37℃で一晩培養した。培養後、
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フィルターをはがし、チューブに入れ、6 %のNaCl及びstreptomycin 500 mg/Lを
含むLB培地を1 mL加え、フィルター上の菌体を懸濁させた。懸濁させた菌体を
適宜希釈した後、50 μlを6 %のNaCl及びstreptomycin 500 mg/Lを含むLB寒天培地
にスプレッドし、37 ℃で1~2日培養し、H. elongata/pHS15Nを取得した。E. 
coli/pHS15Nを他のプラスミドを保持したE. coliに変更する事で、目的のプラスミ
ドをH. elongataへ形質転換する事ができる。 
 
12. lysC過剰発現H. elongataの構築 
 H. elongata由来のlysCをH. elongataのゲノムからプライマーとしてlysC 
overexpression FとlysC overexpression Rを用いてPCRによりクローニングした。
PCRにより得られた断片をpHS15NのNsiIとSpeIの制限酵素サイトに挿入した。得
られたプラスミドをpHS15N-lysCとした。pHS15N-lysCを前項の形質転換法によ
り形質転換し、H. elongata/pHS15N-lysCを取得した。 
 
 
13. ectD欠損H. elongataの構築 
 H. elongataのゲノムをテンプレートに、プライマーとしてΔectD up F、ΔectD 
up R及び、ΔectD down F、ΔectD down Rを用いて、ectDの上流と下流約1000 bp
をそれぞれクローニングした。pK18mobsacBのXbaI/BglII及びBglII/HindIIIの制限
酵素サイトにそれぞれ挿入した。完成したプラスミドをH. elongataに形質転換し、
6%のNaClと50 mg/Lのカナマイシンを含むLB寒天培地で増殖する株をセレクシ
ョンした。増殖した株を6 %のNaClを含むLB培地で一晩培養した後に、6 %の
NaClと20 %のスクロースを含むLB寒天培地で増殖する株をセレクションした。
増殖した株において、PCRで確認を行いectDが破壊された株を取得し、H. 
elongata ΔectD株とした。 
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14. リアルタイムPCRを用いた遺伝子の発現解析 
 H. elongataを15 %のNaClと0.4 %のグルコースかキシロースを含むMM63培地
で2時間培養し、菌体を回収した。回収した菌体からNucleoSpin RNA II kit 
(TAKARABIO, Inc., Shiga, Japan)を用いてRNAを抽出した。リアルタイムPCRは
RNA-direct
TM
 SYBR Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO Co., Ltd., Osaka, 
Japan)を用いて行った。詳細な操作はそれぞれ付属のプロトコルに従った。リア
ルタイムPCRに用いたプライマーはTable 1にまとめた。PCRの反応液はまず
61 ℃で20分間逆転写を行った。PCRは95 ℃で30秒反応させた後、95 ℃-15秒、
55 ℃-15秒、74 ℃-30秒を1サイクルとし、これを45サイクル行い、それぞれの
サイクルの最後で蛍光を検出した。PCRにはStratagene Mx3000P system (Agilent 
Technologies Santa Clara, CA, USA)を用いて行った。コントロールの遺伝子とし
てH. elongata の16s rRNAを用いて行った。
  26 
Table 1. Primers used for RT-PCR 
Primer Sequence (5'-3') 
lysC F TCCAAGATGTTCCGTGTGCTGT 
lysC R ACTCCATGTGCTTCTCGTCGAT 
maeB F GGGAGGCATCAATCTCGAGGAT 
maeB R CAGTACCATGCTGGTCGTCGT 
ppc F AGTCACGACCTGCACGAATCA 
ppc R GCCCGCGAATCGTCTCGATA 
pck F TTCGGCCGTACCATGTTCGT 
pck R TGATCACGCAGCCATCGGAAT 
asd F TGGCATCGAGCCGATCTTCT 
asd R GTCCTCGTAGACCTTCTTGGTGT 
hom F CATCGAGGCGCTGATCCAGA 
hom R GCCGGATCGCTTCGTTCATGTA 
mdh F ATCTTCTCCGTGCAGGGCAA 
mdh R GAGGCGATCAGGGCATTGGT 
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15. トランスポーター過剰発現H. elongataの構築 
 大腸菌からb0045、b1769、b3657、b3877を、H. elongataからHEO_0208、HEO_0361、
HEO_2569をそれぞれPCRでクローニングした。使用したプライマーはTable 2に
示す。増幅させたPCR断片をそれぞれpHS15Nにインサートし、得られたプラス
ミドをそれぞれ、pHS15N-b0045、pHS15N-b1769、pHS15N-b3657、pHS15N-b3877、
pHS15N-HEO_0208、pHS15N-HEO_0361、pHS15N-HEO_2569とした。これらの
プラスミドをH. elongataへ形質転換し、得られた株をそれぞれ、 
H. elongata/pHS15N-b0045、H. elongata/pHS15N-b1769、H. elongata/pHS15N-b3657、
H. elongata/pHS15N-b3877、H. elongata/pHS15N-HEO_0208、H. 
elongata/pHS15N-HEO_0361、H. elongata/pHS15N-HEO_2569とした。
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Table 2. Primers used for construction of sugar transporter overexpressing strain 
Primer Sequence (5'-3') 
b0045_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgcaaccgtccagaaactttgacgatct 
 
b0045_R tttATGCATttaccccattctctgcccgcgga 
 
b1769_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatggaacaatatgatcaaattggcgcaagactgg 
b1769_R tttATGCATttaattcacctcagaaatctcttccaacgacacc 
b3657_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgaagagtgaagtgttgtccgttaaagagaaaattg 
b3657_R tttATGCATttagttctgcacttcttgagaggtgaattgttgc 
b3877_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgagtcacatcacaacggaagatccagc 
b3877_R tttATGCATttacgccgtgcgtttacgggc 
HEO_0208_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgacggatcgcaaaccgctcagt 
HEO_0208_R tttATGCATtcactcatacgccatttcctcgagttcc 
HEO_0361_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgacgcgtatcgtgcaatggtcga 
HEO_0361_R tttATGCATtcatgctcccttgccggagacc 
HEO_2569_F aaaACTAGTTTAAGAAGGAGATATACCatgccgaatgcccccgggcat 
HEO_2569_R tttATGCATtcattccggcctcctggaggat 
b3657HA tttATGCATttaGGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAgttctgcacttcttgagaggtgaattgttgc 
 HEO_0208HA tttATGCATtcaGGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTActcatacgccatttcctcgagttcc 
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16. ウエスタンブロッティングによるトランスポーターの発現確認 
 b3657、HEO_0208にHAtagを付与し、ウエスタンブロットで発現確認を行った。
大腸菌とH. elongataのゲノムをテンプレートにPCRでクローニングすると共に
HAtagをそれぞれの遺伝子に付与した。増幅させたPCR断片をそれぞれpHS15N
にインサートし、得られたプラスミドをpHS15N-b3657HA、
pHS15N-HEO_0208HAとした。これらをH. elongataに形質転換し得られた株をそ
れぞれ、H. elongata/ pHS15N-b3657HA、H. elongata/ pHS15N-HEO_0208HAとし
た。 
 H. elongata/ pHS15N-b3657HA、H. elongata/ pHS15N-HEO_0208HA及びH. 
elongata/pHS15Nをそれぞれ、6 %のNaClと500 mg/Lのストレプトマイシンを含む
LB培地で一晩培養した。培養後、15000 rpm 5min遠心し、菌体のみを回収した。
菌体を1 mLの生理食塩水に再度懸濁させた。懸濁させた菌体液と等量のサンプ
ルバッファーと混合し、均一化させた。サンプルバッファーの組成は2 % sodium 
dodecyl sulfate、6.6 % β-mercaptoethanol、12% glycerol in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 
6.8)である。サンプルの混合液を10 μlずつSDS-PAGEに用いて、タンパク質を分
離した。またSDS-PAGEのゲルは4.5 %のstacking gelと10% resolving gelで行った。
分子量のマーカーとして、dual-color, prestained Precision Plus protein standards 
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)を使用した。電気泳動後のゲルからタンパ
ク質をpolyvinylidene difluoride膜に転写した。転写した膜に、一次抗体として
rabbit anti-HA、二次抗体としてanti-rabbit IgG alkaline phosphatase-conjugated anti 
body(Promega Co., Madison, WI, USA)を使用した。一次抗体と二次抗体を添加し
た膜に対して、nitroblue tetrazolium (NBT; Promega) と
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP; Promega)を反応させ、目的のタンパク
質の検出を行った。 
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17. HEO_0208欠損株の構築 
 H. elongataのゲノムをテンプレートに、プライマーとしてΔHEO_0208 up F、
ΔHEO_0208 up R及び、ΔHEO_0208 down F、ΔHEO_0208 down Rを用いて、
HEO_0208の上流と下流約1000 bpをそれぞれクローニングした。pK18mobsacB
のXbaI/XhoI及びXhoI/HindIIIの制限酵素サイトにそれぞれ挿入した。完成したプ
ラスミドをH. elongataに形質転換し、6%のNaClと50 mg/Lのカナマイシンを含む
LB寒天培地で増殖する株をセレクションした。増殖した株を6 %のNaClを含む
LB培地で一晩培養した後に、6 %のNaClと20 %のスクロースを含むLB寒天培地
で増殖する株をセレクションした。増殖した株において、PCRで確認を行い
HEO_0208が破壊された株を取得し、H. elongata ΔHEO_0208株とした。 
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実験結果及び考察 
 
1-1. H. elongataの炭素源資化能力の評価 
 バイオマスには炭素源として、グルコースを始め、キシロースやアラビノー
スなどの単糖や、セロビオースやキシロオリゴ糖などの単糖が複数個結合した
オリゴ糖なども含まれている。しかし、グルコース以外の非可食バイオマス由
来の炭素源をH. elongataが利用する事が出来るかどうかを検討した報告はほと
んどない。そこでまず、バイオマス由来の炭素源を用いて、H. elongataの炭素源
資化能力を評価した。 
 3 %のNaClと0.4 %の炭素源を含むM63培地で培養しOD600をTVS062CA 
BIO-PHOTORECODER (ADVANTEC)を用いて2時間毎に測定した (Fig. 2)。培養
条件は37 ℃ 40 rpmで行った。初期OD600は0.05になるように菌体を植菌した。
グルコース及びキシロースを炭素源として用いた場合、培養14時間後にOD600は
最大となり、その値は2.5であった。アラビノースを用いた場合、24時間後にOD600
は最大となり、その値は2.3であった。セロビオースを用いた場合、14時間後の
OD600は2.25であった。またキシロオリゴ糖を用いた場合は、14時間後にOD600
は最大となり、その値は1.45であった。 
 これらの結果から、H. elongataはグルコースに加えて、キシロースやアラビノ
ースなどのペントースも同様に効率良く資化できる事が明らかになった。H. 
elongataのゲノムにはキシロース資化に関する遺伝子が複数存在している。例え
ば、キシロースイソメラーゼ(HEO_0252、HEO_2113、HEO_2905)やキシルロキ
ナーゼ(HEO_1627、HEO2755)などの遺伝を保有しており、これらの遺伝子が機
能し、キシロースでの増殖を可能にしていると考えられる。 
 またH. elongataはβ-glucosidaseなどの酵素の添加なしで、セロビオースからグ
ルコースと同等に増殖する事が出来る事を明らかにした。H. elongataをセロビオ
ースを炭素源に用いて培養した際に、1.9 U/L/OD600のβ-glucosidase活性が菌体の
膜画分のみに見られ、培養上清中や、細胞質中には活性は見られなかった。こ
れらの結果から、H. elongataは過去に報告のある膜結合型のβ-glucosidaseを保有
していると考えられる(23)(24)。 
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 キシロオリゴ糖を用いた場合、その増殖速度は他の炭素源を用いた場合に比
べて低い事が分かる。これはキシロオリゴ糖にH. elongataが資化できない糖が含
まれるからだと考えられる。そこで、キシロオリゴ糖を炭素源として培養した
後の培養液を分析したところ、H. elongataはキシロースが2つ結合したキシロビ
オースしか消費しておらず、それより長いキシロトリオースやキシロテトラオ
ースなどについては消費されなかった(data not shown)。これらの結果より、H. 
elongataはキシロビオースより長いキシロオリゴ糖を資化出来ない事が示唆さ
れた。 
 以上より、H. elongataはバイオマス由来の様々な糖を資化する事を明らかにし
た。これまでに、H. elongataが保有するバイオマス由来の糖の資化能について調
べた報告例はなく、本研究において初めて明らかにする事に成功した。 
 
Fig. 2. Growth of H. elongata in media containing glucose (closed diamonds), xylose 
(open circles), arabinose (closed triangles), cellobiose (open diamonds), or 
xylo-oligosaccharides (closed circles) as the sole carbon source. Data are presented as 
the average of three independent experiments, and error bars represent the standard 
deviation. 
  33 
1-2. キシロースからのエクトイン生産 
 非可食バイオマスには、糖としてグルコースの次にキシロースが多く含有す
る。そのため、非可食バイオマスを効率良く利用するためには、キシロースの
利用が必要不可欠である。しかしながら、キシロースからエクトイン生産を行
った報告は今までにない。本研究では前項で、H. elongataがキシロースをグルコ
ースと同様に効率的に利用できる事を明らかにした。そこで、本研究ではキシ
ロースを炭素源として、エクトインの発酵能を評価した。 
 キシロース及び、その比較対象としてグルコースを炭素源に用いて培養した
際のエクトイン生産量と、糖の消費量を測定した(Fig. 3A and 3B)。培養8時間後
にH. elongataは1.03 g/Lのグルコースを消費し、237 mmol/kg FWのエクトインを
生産した。この際の消費糖あたりのエクトイン収率は0.32であった。 
 一方キシロースを炭素源に用いて培養した場合、培養8時間後に0.50 g/Lのキシ
ロースを消費し、333 mmol/kg FWのエクトインを生産した。またこの際の収率
は0.94であった。キシロースからの生産量及び収率は、グルコースからの場合と
比べてそれぞれ、1.4倍と2.9倍であった。これらの結果より、H. elongataはグル
コースよりも、キシロースを炭素源に用いた方が効率良くエクトインを生産で
きる事が示唆された。しかしながら、キシロースの消費速度はグルコースの消
費速度より遅く、グルコースとキシロースではエクトイン合成経路で何か違い
がある事が示唆された。キシロースを用いた場合のエクトイン合成経路は収率
が高く、副産物が少ない事が考えられる。これまでは、炭素源としてグルコー
スやスクロースなどでんぷん由来のものを用いている報告がほとんどである。
本研究では、キシロースからエクトインを効率的に生産可能である事を明らか
にした。非可食バイオマス由来の炭素源であるキシロースを用いた報告はこれ
までになく、本研究において初めて明らかにした。 
 培養24時間後にかけて、H. elongataは糖を全て消費しているが、エクトイン生
産量は増加していない。また菌体重量は培養12時間後以降増加していた(data not 
shown)。これは、培養12時間後においてH. elongataが浸透圧バランスを維持する
為に必要なエクトインを生合成し終え、糖が増殖に使用されたためであると考
えられる。 
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 エクトインの派生物であるヒドロキシエクトインの生産量を測定した。グル
コースとキシロース両方の場合において、培養8時間後から生産が見られ、培養
24時間後までその値は増加していた(Fig. 3C)。エクトインがヒドロキシエクトイ
ンへ変換される事は過去にも報告がある(25)。グルコースを用いた場合、培養8時
間後に54 mmol/kg FWのヒドロキシエクトインを生産していた。一方キシロース
を用いた場合は、15 mmol/kg FWのヒドロキシエクトインを生産していた。ヒド
ロシキエクトインはエクトインヒドロキシラーゼ(EctD)によりエクトインから
生産されたと考えられる。キシロースを用いた場合にヒドロキシエクトインの
生産量が少なく、実際に副産物が少ない事が明らかになった。これらのグルコ
ースとキシロースからエクトインを生産し、比較した結果より、エクトインの
ヒドロキシエクトインへの転換を阻害する事によりエクトインの生産量が向上
する可能性が示唆された。そのため、エクトインヒドロキシラーゼを破壊し、
エクトインのヒドロキシ化を阻害する事でエクトインの生産量の向上が期待で
きる。
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Fig. 3. (A) Change in sugar concentration during fermentation with glucose (diamonds) 
or xylose (circles). (B) Ectoine production by WT H. elongata in MM63 medium with 
glucose (diamonds) or xylose (circles) as the sole carbon source. (C)Hydroxyectoine 
production by WT H. elongata in MM63 medium with glucose or xylose. ND means 
not detected. Data are presented as the average of three independent experiments, and 
error bars represent the standard deviation. 
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1-3. セロビオースからのエクトイン生産 
 炭素源資化能力の調査により、H. elongataがセロビオースを直接資化出来る事
が明らかになった。そこでセロビオースからのエクトイン生産を行った(Fig. 4)。
培養8時間後にエクトイン生産量は最大値を示し、その値は257 mmol/kg FWであ
った。この値はグルコースとほとんど同レベルであった。これらの結果より、
H. elongataはセロビオースから直接エクトインを生産できる事が明らかになっ
た。 
 
Fig. 4. Ectoine and hydroxyectoine production by WT H. elongata in MM63 medium 
with cellobiose as the sole carbon source. Open symbols and closed symbols show 
ectoine and hydroxyectoine production, respectively. Data are presented as the average 
of three independent experiments, and error bars represent the standard deviation. 
 
1-4. 代謝改変によるエクトイン生産能力の強化 
 Fig. 2の結果から、エクトインの生産性は炭素源の種類に影響される事が明ら
かになった。そこで、炭素源の違いがエクトイン生合成に与える影響を解明す
る為に、いくつかのエクトイン生合成に関する遺伝子について、発現量の解析
を行った。遺伝子の発現は定量逆転写PCRにより行った。キシロースを用いた際
グルコースと比較して、lysC、ppc、maeBの3つの遺伝子の発現量が増加してい
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た(Table 3 and Fig. 5)。それぞれグルコースを用いた際と比較して、2.0、1.9、1.6
倍に増加していた。それぞれの遺伝子は次に示した酵素をコードする遺伝子で
ある。lysC: aspartate kinase, ppc: phosphoenol pyruvate carboxylase, maeB: malate 
dehydrogenase. lysCはエクトイン生合成経路の遺伝子であり、期待通りに、エク
トイン生合成経路の遺伝子の発現がキシロースを培養した際に増加している事
が明らかになった。 
 グルコースからのエクトイン生産量を向上させるために、lysCを過剰発現させ
たH. elongata/pHS15N-lysCを構築し、エクトイン生産量を評価した。コントロー
ルとして、空ベクターを導入したH. elongata/pHS15Nを用いて実験を行った。培
養4時間後にH. elongata/pHS15N-lysCは207 mmol/kg FWのエクトインを生産し、
その収率は0.39であった。それに対してH. elongata/pHS15Nは174 mmol/kg FWの
エクトインを生産し、収率は0.31であった。lysCを過剰発現させる事で、グルコ
ースからのエクトイン生産量は1.2倍に向上し、収率も向上した。また、ppc、
maeBについても同様に実験を行ったが、エクトインの生産性向上は見られなか
った(data not shown)。 
 大腸菌において、aspartate kinaseはリジン、スレオニン、メチオニンなどのア
ミノ酸によりフィードバック阻害を受ける事が報告されているほか(26)、コリネ
型細菌でのエクトイン生産においても、lysCの過剰発現により生産量の向上が報
告されている(15)。これらの報告は、本研究で得られた結果と一致しており、lysC
の過剰発現はエクトイン生産能力の向上に効果的である事が明らかになった。 
 もう一つの代謝改変案として、エクトインヒドロキシラーゼの破壊によるエ
クトイン生産能の向上を目指した。そこでエクトインヒドロキシラーゼを破壊
したH. elongata ΔectDを構築し、評価した。グルコースを炭素源に用いてH. 
elongata ΔectDを使用しエクトインを生産したところ、培養8時間後に、368 
mmol/kg FWのエクトインを生産し、ヒドロキシエクトインの生産は見られなか
った(Fig. 6)。ectDを破壊していないWTの株と比較して、エクトインの生産量は
1.56倍に向上した。さらに、エクトインの生産速度も改善する事に成功した。ま
たキシロースを炭素源に用いてH. elongata ΔectDでエクトインを生産したとこ
ろ、培養8時間で最大値を示し、その値は348 mmol/kg FWであり、WTと比較し
てあまり生産量の向上が見られなかった。これはキシロースで培養した際は元
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から収率が高くヒドロキシエクトインの生産量が少ないため、ectDの破壊の効果
が小さい為であると考えられる。 
 以上の結果より、グルコースとキシロースで培養した結果を比較、検討する
事で、エクトイン生産能を向上させる新たな代謝改変案を見出す事に成功した。 
Table 3. Expression level of genes involved in ectoine biosynthesis from glucose or 
xylose
a
. 
Gene name Expression level
b
 
lysC 2.05 ± 0.39 
maeB 1.59 ± 0.33 
ppc 1.90 ± 0.36 
pck 1.15 ± 0.90 
asd 0.20 ± 0.04 
hom 0.95 ± 0.31 
mdh 0.43 ± 0.22 
a
 Values presented are the mean and standard deviation from five independent 
experiments. 
b
 Expression level represents relative expression of each gene in cells cultivated on 
xylose compared to cells cultivated on glucose, which is set at a value of 1. 
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Fig. 5. Expression level of genes involved in ectoine biosynthesis from glucose or 
xylose. Values presented are the mean and standard deviation from five independent 
experiments. Expression level represents relative expression of each gene in cells 
cultivated on xylose compared to cells cultivated on glucose, which is set at a value of 
1. 
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Fig. 6. Ectoine and hydroxyectoine production by ΔectD (circles) and WT (diamonds) H. 
elongata in MM63 medium with glucose. Open symbols and closed symbols show 
ectoine and hydroxyectoine production, respectively. Data are presented as the average 
of three independent experiments, and error bars represent the standard deviation. 
 
1-5. グルコース/キシロース混合糖及び、稲わら加水分解物からのエクトイン生
産 
 工業的なバイオマス糖化液には複数種類の糖が同時に含まれている。そのた
め、複数種類の糖を同時に利用できる事が必要不可欠である。そこで、WT及び
ΔectD株を用いて、グルコースとキシロースの混合糖からのエクトイン生産を評
価した (Fig. 7)。炭素源としてグルコース2 g/L及びキシロース2 g/Lを混合した物
を使用した。WT株を用いた場合、培養12時間後に273 mmol/kg FWのエクトイン
と69 mmol/kg FWのヒドロキシエクトインを生産した(Fig. 5A)。一方ΔectD株を
用いた場合、培養12時間後に377 mmol/kg FWのエクトインを生産し、これはWT
株を用いた場合の1.38倍の値であった(Fig. 7A)。さらに、WT株及びΔectD株に
おいて、グルコースとキシロースを同時に消費している事が分かった(Fig. 7B)。
これらの結果より、H. elongataはカタボライト抑制を受けず、グルコースとキシ
ロースを同時利用できる事が示唆された。多くの微生物では混合糖を消費する
際に、カタボライト抑制により、逐次的に糖を一種類ずつ消費し、効率の低下
を招く事が知られている(27)。 
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 稲わらは一般的に廃棄されているバイオマス資源の一つである。そこで本研
究では実バイオマスとして、酵素糖化した稲わら加水分解物を用いて、エクト
イン生産の検討を行った(Fig. 8)。WT及びΔectD株を用いて、総糖濃度が4 g/Lに
なるように酵素糖化した稲わら加水分解物を使用し、実験を行った。WT株を用
いた場合では、培養8時間後に324 mmol/kg FWのエクトインを生産した。一方Δ
ectD株では、培養8時間後に352 mmol/kg FWのエクトインを生産し、WT株より
生産量は多かった。 
 酵素糖化した稲わら加水分解物にはグルコースやキシロース以外にも、単糖
として、アラビノースやガラクトース、オリゴ糖として、セロビオース、キシ
ロビオース、キシロトリオースが含まれていた。これらの結果より、H. elongata
は複数種類の糖が同時に含まれている場合でも、それらの糖から効率良くエク
トインを生産できる事が明らかになった。また、バイオマス由来の複数種類の
糖を同時利用するH. elongataはエクトインだけでなく様々なファインケミカル
をバイオマスから生産しうる潜在能力を持つ事が示唆された。エクトイン生産
において、非可食バイオマス由来の炭素源や実バイオマスである稲わらが利用
された報告はこれまでになく、本研究においてこれらからのエクトイン生産に
初めて成功した。 
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Fig. 7. (A) Ectoine and hydroxyectoine production by ΔectD (circles) and WT 
(diamonds) H. elongata in MM63 medium with a glucose/xylose mixture as the carbon 
source. Open symbols and closed symbols show ectoine and hydroxyectoine production, 
respectively. (B) Change in sugar concentration during fermentation involving ΔectD 
(circles) and WT (diamonds) H. elongata in MM63 medium with a glucose/xylose 
mixture as the carbon source. Open symbols and closed symbols show glucose and 
xylose concentration, respectively. 
 
Fig. 8. Ectoine and hydroxyectoine production by ΔectD (circles) and WT (diamonds) 
H. elongata in MM63 medium with rice straw hydrolysate as the carbon source. Open 
symbols and closed symbols show ectoine and hydroxyectoine production, respectively. 
Data are presented as the average of three independent experiments, and error bars 
represent the standard deviation. 
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1-6. 糖輸送体過剰発現によるエクトイン生産能力の強化 
 Fig. 3Aから、エクトインの生産が行われる培養初期の糖の消費量が、グルコ
ースとキシロース両方の場合において、非常に少ない事が分かっている。特に
キシロースの場合はそれが顕著である。培養初期により多くの糖を消費する事
が出来れば、エクトインの生産能力向上が期待できる(Fig. 9)。そこで、E. coli
及びH. elongataからいくつかの糖輸送体をピックアップし、過剰発現させた株を
7株構築した。これらの7株に加え、H. elongata/pHS15Nをコントロールとして用
いて、グルコースを炭素源に用いて4時間培養し、グルコースの消費量及び、エ
クトインの生産量を評価した(Fig. 10A)。コントロール株であるH. 
elongata/pHS15N株は0.55 g/Lのグルコースを消費し、117 mmol/kg FWのエクトイ
ンを生産した。H. elongata/pHS15N-b0045株、H. elongata/pHS15N-b1769株及び、
H. elongata/pHS15N-HEO_2569においては、グルコースの消費量、エクトインの
生産量が共にコントロール株より低下していた。H. elongata/pHS15N-HEO_0361
株及び、H. elongata/pHS15N-b3877はグルコースの消費量、エクトインの生産量
が共にコントロール株と同等の値を示していた。H. elongata/pHS15N-b3657株に
おいて、グルコースの消費量、エクトインの生産量が共に最も多く、その値は
それぞれ、0.96 g/L及び、244 mmol/kg FWであった。この値はコントロール株と
比較してそれぞれ、1.75倍と2.08倍の値である。この株に次いで、H. 
elongata/pHS15N-HEO_0208においてもグルコースの消費量、エクトインの生産
量の向上が見られた。また、グルコースの消費量とエクトイン生産量には相関
があり、グルコースの消費量が多いほど、エクトインを多く生産している事が
明らかになった。以上の結果より、糖輸送体b3657を過剰発現させる事でグルコ
ースの消費量を増加させ、エクトイン生産量の向上に成功したと言える。 
 次に、先ほど構築した7株を、キシロースを炭素源に用いて4時間培養し、キ
シロースの消費量とエクトイン生産量を評価した(Fig. 10B)。コントロール株で
は、0.24 g/Lのキシロースを消費し、108 mmol/kg FWのエクトインを生産してい
た。グルコースを用いた際と同様に、キシロースの消費量とエクトイン生産量
に相関が見られた。H. elongata/pHS15N-HEO_0208が最もキシロースを消費し、
その値は0.67 g/Lであり、エクトインの生産量も最も多く、その値は223 mmol/kg 
FWであった。この結果より、糖輸送体HEO_0208を過剰発現させる事でグルコ
ースの消費量を増加させ、エクトイン生産量の向上に成功したと言える。
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Fig. 9. The scheme of improving ectoine production by using sugar transporter 
overexpressed H. elongata. 
 
Fig. 10. Screening of sugar transporters capable of enhancing (A) glucose and (B) 
xylose consumption and ectoine production. Black bars and gray bars show ectoine 
production and sugar consumption, respectively. Lane 1: H. elongata/pHS15N, lane 2: 
H. elongata/pHS15N-b0045, lane 3: H. elongata/pHS15N-b1769, lane 4: H. 
elongata/pHS15N-b3657, lane 5: H. elongata/pHS15N-b3877, lane 6: H. 
elongata/pHS15N-HEO_0208, lane 7: H. elongata/pHS15N-HEO_0361, lane 8: H. 
elongata/pHS15N-HEO_2569. Data are presented as the average of three independent 
experiments, and error bars represent the standard deviation. 
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1-7. ウエスタンブロッティングによる糖輸送体の発現確認 
 エクトイン生産量の向上が確認されたH. elongata/pHS15N-b3657株及び、H. 
elongata/pHS15N-HEO_0208で、糖輸送体が発現している事を確認するために、
ウエスタンブロッティングによる発現確認を行った。HAタグを付与したH. 
elongata/pHS15N-b3657HA株及び、H. elongata/pHS15N-HEO_0208HAを構築し、
ウエスタンブロッティングを行った(Fig. 11)。コントロール株では見られないバ
ンドがそれぞれで確認でき、糖輸送体はそれぞれの株で発現している事が確認
できた。確認できたバンドの分子量は、b3657HA、HEO_0208HAそれぞれより
小さい値だった。これは、実際はタンパク質がどこかで切断されて機能してい
る事、ウエスタンブロッティングの変性処理の際に切断してしまった事などが
可能性として考えられる。いずれにしても、コントロール株で見られないバン
ドは、それぞれb3657HA、HEO_0208HA由来であると考えられ、糖輸送体の発
現が確認できた。 
 
Fig. 11. Western blotting of H. elongata/pHS15N (lane 1), H. 
elongata/pHS15N-HEO_0208HA (lane 2) and H. elongata/pHS15N-b3657HA (lane 3). 
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1-8. 糖輸送体過剰発現株を用いたエクトイン生産 
 H. elongata/pHS15N-b3657株、H. elongata/pHS15N-HEO_0208を用いて、それぞ
れグルコース及び、キシロースからエクトイン生産を行った。グルコースを用
いて、H. elongata/pHS15N-b3657株を培養した結果、培養4時間後に、コントロー
ル株のおよそ1.3倍のエクトインを生産していた(Fig. 12A)。しかし培養6時間後
以降では、差が縮まり、培養8時間後では、ほとんど同じ値であった。これは、
浸透圧ストレスに対抗するのに十分量のエクトインを生産し、生合成を終えた
ためだと考える。また、グルコース消費量はH. elongata/pHS15N-b3657株の方が
多かった(Fig. 12B)。培養初期に大きく差が開き、その後はその差が一定のまま
であった。以上の結果より、b3657の過剰発現により、グルコースの消費速度を
改善し、エクトインの生産速度を向上させる事に成功した。 
 次に、キシロースを用いてH. elongata/pHS15N-HEO_0208を培養した(Fig. 13)。
8時間培養を行った結果、どの時間においても、コントロール株よりエクトイン
を生産している事が分かった。またキシロースの消費量についても、コントロ
ール株より多く消費している事が分かった。これらの結果から、HEO_0208の過
剰発現により、キシロースの消費速度を改善し、エクトインの生産速度を向上
させる事に成功したと言える。また、キシロースを用いた場合ではグルコース
の場合よりエクトイン生産量が低かった。これは、1-2項での結果と逆の結果で
あるが、プラスミド保持の為に添加しているストレプトマイシンが影響を与え
ている可能性が考えられる。 
 これまでに、アスパラギン酸をリン酸化する酵素LysCの過剰発現や(15)、エク
トイン分解経路の破壊(7)などを行い、エクトインの生産性を向上させた報告があ
る。これらの代謝改変はエクトイン生合成経路の下流をターゲットとしており、
生合成経路の上流に目を向けた研究は皆無である。本研究では微生物の代謝の
最初のステップである糖の取り込みに着目した。そして糖輸送体を過剰発現さ
せる事で糖の消費速度を改善し、エクトインの生産性向上に成功した。糖の取
り込みを改善し生産性を向上させた報告はこれまでになく、本研究において初
めて明らかにした。 
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Fig. 12. (A) Ectoine production by H. elongata/pHS15N (diamonds) and H. 
elongata/pHS15N-b3657 (circles) in MM63 medium with glucose as a carbon source. 
(B) Change in sugar concentration during fermentation involving H. elongata/pHS15N 
(diamonds) and H. elongata/pHS15N-b3657 (circles) in MM63 medium with glucose as 
a carbon source. Data are presented as the average of three independent experiments, 
and error bars represent the standard deviation.
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Fig. 13. (A) Ectoine production by H. elongata/pHS15N (diamonds) and H. 
elongata/pHS15N-HEO_0208 (circles) in MM63 medium with xylose as a carbon 
source. (B) Change in sugar concentration during fermentation involving H. 
elongata/pHS15N (diamonds) and H. elongata/pHS15N-HEO_0208 (circles) in MM63 
medium with xylose as a carbon source. Data are presented as the average of three 
independent experiments, and error bars represent the standard deviation. 
 
1-9. HEO_0208の欠損がキシロース取り込みに与える影響の評価 
 HEO_0208は内在性の遺伝子なのでH. elongataから破壊を行い、キシロースの
取り込みに与える影響を評価した。H. elongata WT/ pHS15N、H. elongata Δ
HEO_0208/pHS15N、H. elongata ΔHEO_0208/pHS15N_HEO_0208の3株を3 %の
NaClと0.4 %のキシロースを含むMM63培地で17時間培養し、OD600及び、キシロ
ース濃度を測定した(Fig. 14)。H. elongata ΔHEO_0208/pHS15Nを用いた場合に
著しく増殖能が落ち、またキシロースはほとんど消費されていなかった。
HEO_0208欠損株にHEO_0208を再発現させた、H. elongata Δ
HEO_0208/pHS15N_HEO_0208株では、増殖能、キシロース消費量が共にコント
ロール株と同等の値を示していた。これらの結果より、HEO_0208はキシロース
の輸送に大きく関与しており、H. elongataの主要なキシロース輸送体である事が
示唆された。これまでにH. elongataにおいて、エクトイン輸送体や(10)、カリウム
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輸送体(28)については報告例があるが、糖輸送体については報告例がなく、本研
究において初めて明らかにする事に成功した。 
 
 
Fig. 14. Cell growth (black bars) and xylose concentration (gray bars) after 17 h 
cultivation in MM63 with xylose as a carbon source using H. elongata WT/ pHS15N 
(lane 1), H. elongata ΔHEO_0208/pHS15N (lane 2) and H. elongata Δ
HEO_0208/pHS15N_HEO_0208 (lane 3). Data are presented as the average of three 
independent experiments, and error bars represent the standard deviation. 
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結言 
 本章では、非可食バイオマスからのエクトイン生産の実現の為に、非可食バ
イオマス由来の様々な炭素源を用いてエクトインの生産を検討した。まず始め
にH. elongataが様々な炭素源を資化可能である事を明らかにした。次に、グルコ
ースを用いた場合より、キシロースを用いた場合の方がエクトインの生産性が
高い事を明らかにした。ここで、グルコースとキシロースがエクトイン生産に
与える影響の違いに着目し、派生物量の分析や遺伝子の発現解析を行う事で、
lysCの過剰発現及び、ectDの破壊という、エクトインの生産性向上に寄与する代
謝改変を発見する事に成功した。 
 また、グルコース及び、キシロースを用いた際に共通している問題点として、
培養初期の炭素源の消費量が少ない事に着目し、糖輸送体の過剰発現により消
費量向上を目指した。スクリーニングの結果、グルコースからの生産性を向上
させるb3657及び、キシロースからの生産性を向上させるHEO_0208を発見する
事に成功した。 
 さらにセロビオースや、混合糖、稲わら加水分解物など、様々な非可食バイ
オマス由来の炭素源からH. elongataがエクトインを生産可能である事を明らか
にした。 
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第2章  
枯草菌を用いた非可食バイオマスからの 
2,3-ブタンジオール生産技術の開発 
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緒言 
・2,3-ブタンジオール 
 2,3-ブタンジオールはバイオマスからの生産が期待されている化合物の1つで
ある(1)。2,3-ブタンジオールのエネルギー密度は27.2 kJ/gであり、メタノール(22.1 
kJ/g)やエタノール(29.1 kJ/g)などの他の液体燃料と比較しても、遜色ない値であ
り、代替燃料や燃料添加剤としての利用が期待されている。さらに、合成ゴム
の原料である1,3-ブタジエンや、工業溶媒として用いられるメチルエチルケトン
など、様々な化成品に変換可能であり、2,3-ブタンジオールは幅広い用途を持っ
た基幹化合物である(2)(3) (Fig. 1)。2,3-ブタンジオールから生産可能な化成品は、
年間3200万トン生産されており、その市場規模は430億ドルと言われている(4)。
そのため、バイオマス由来の2,3-ブタンジオールを生産する事で、多くの化成品
をバイオマス由来に転換可能である。 
 2,3-ブタンジオールは、第二次世界大戦中に合成ゴムの生産の為に、バイオプ
ロセスにより初めて商業規模での生産が行われた。1950年代に入ると、安価な
石油の利用により、バイオプロセスは化学プロセスに変遷して行った。そして
現在、環境問題や持続可能な生産法への注目の高まりから、再びバイオプロセ
スへ焦点が向けられている。バイオプロセスでの2,3-ブタンジオール生産は、バ
イオエタノールなどのプロセスと比較して、いくつかのアドバンテージがある(3)。
一つ目は、2,3-ブタンジオールの微生物に対する毒性が低く、高濃度での生産が
可能である。もう一つは、現在では2,3-ブタンジオールの化学合成はバイオプロ
セスよりもコストがかかる事である。そのため、商業的な2,3-ブタンジオールは
おそらくバイオプロセスに限られるだろうと言われている。 
 これまでに、2,3-ブタンジオールの発酵生産に関する研究が数多く報告されて
いる。そのほとんどが、Klebsiella族やSerratia族などの病原性微生物を宿主とし
て用いている(5)(6)(7)。これらの微生物は2,3-ブタンジオールを高生産する一方、
病原性であり感染症等を引き起こす恐れがある。そのため、工業規模の生産を
行うには危険が伴う。そこで現在、非病原性で安全な微生物による2,3-ブタンジ
オール生産技術の開発が求められている。 
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Fig. 1. The various applications of 2,3-butanediol 
 
・非病原性微生物により2,3-ブタンジオール生産 
 現在、非病原性微生物での2,3-ブタンジオール生産は、Saccharomyces cerevisiae
及び、Bacillus属で報告されている。S. cerevisiaeはバイオエタノール生産で古く
から研究されており、培養や遺伝子操作に関しての知見が充実している。しか
し、野生のS. cerevisiaeは2,3-ブタンジオールを生産する事が出来ない。そのため、
遺伝子組換え技術により2,3-ブタンジオールを生産するS. cerevisiaeが作出され、
様々な報告が行われている(8)。一方Bacillus属での生産報告は、Bacillus 
amyloliquefaciens
(9)
, Bacillus licheniformis
(10)やBacillus subtilis(11)(12)(13)などの微生物
で報告がある。これらの微生物はS. cerevisiaeとは違い、野生株で2,3-ブタンジオ
ールを生産する事が出来る。本章では枯草菌B. subtilisに着目した。 
・枯草菌 Bacillus subtilis 
 枯草菌はグラム陽性の桿菌であり、Bacillus属のモデル微生物である。一部の
枯草菌は納豆の生産に利用されており、枯草菌は日本でも馴染み深い微生物で
ある。枯草菌は大規模培養が容易で安価に行えるほか、様々な有用物質を生産
する事が出来る(14)。例えば、アミラーゼや、乳酸、アセトイン、2,3-ブタンジオ
ールなどが挙げられる。さらに枯草菌は、グルコースを始め、セロビオースや
アラビノースを炭素源に用いる事ができ(15)(16)、最近ではキシロースを利用する
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事ができる枯草菌も報告されている。また、キシランやキシロビオースを分解
する、キシラナーゼやキシロシダーゼなどのバイオマス糖化酵素を複数保有し
ている(17)(18)。これらの特徴から本論文では、バイオマスからの2,3-ブタンジオー
ル生産に向けて枯草菌を選択した。 
 枯草菌はセロビオースを資化する事が知られているが、セロビオースからの
2,3-ブタンジオール生産を行った報告はこれまでにない。そこで、本論文ではセ
ロビオースからの2,3-ブタンジオール生産検討を行った。それと同時に、グルコ
ースを用いた際との生産結果と比較する事で、セロビオースからの効率的な2,3-
ブタンジオール生産技術の開発を目指した。 
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実験材料及び実験操作 
遺伝子組み替えの基本操作や大腸菌への形質転換法など、第１章と共通の操作
については省略する。 
1. 使用菌株及びプラスミド 
・大腸菌(Escherichia coli) 
NovaBlue：遺伝子のクローニングに使用した。Novagenより購入した。 
・枯草菌(Bacillus subtilis) 
JCM10629：Japan Collection of Microorganismsより購入した。Bacillus subtilis 168
株由来の株である。 
・プラスミド 
pBEs: 
大腸菌と枯草菌のシャトルベクターであり、TAKARA BIOより購入した。アン
ピシリン耐性遺伝子及びカナマイシン耐性遺伝子を保有している。このプラス
ミドベクターを大腸菌に形質転換した際には、プラスミドを保持している株を
選抜するために培地に100 mg/Lのアンピシリンを添加した。同様に、枯草菌に
形質転換した際には、30 mg/Lのカナマイシンを添加する事で選抜を行った。 
   
2. 培養条件 
 発酵に用いる枯草菌は、LB培地で14時間前培養した後、SN培地で2,3-ブタン
ジオールの生産を行った。枯草菌の培養温度は全て37 ℃で行った。SN培地の組
成は以下の通りである。15 g/L soytone, 5 g/L of NaCl, 4 g/L (NH4)2SO4, 5.32 g/L 
K2HPO4, 6.4 g/L KH2PO4, 10 mg/L citrate, 0.4 g/L MgSO4・7H2O, 0.5 mg/L MnCl2, 4 
mg/L CaCl2, 3 mg/L FeSO4・7H2O. これに炭素源として、グルコースあるいはセ
ロビオースを60 g/L加えたものを用いて行った。またプラスミド保持のために、
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カナマイシン30 mg/Lを添加している。E. coli NovaBlueを用いてクローニングす
る際は、100 mg/Lのアンピシリンを含むLB培地で培養した。 
3. プラスミド構築 
 Tfu_0937を発現させる為に、pBEsをベースにプラスミドの構築を行った。
Tfu_0937はThermobifida fusca YX由来のβ-グルコシダーゼである。使用したプラ
イマーはTable 1にまとめた。p43プロモーター及びターミネーター領域をPCRで
増幅した。まずターミネーター領域をNdeI/MluIの制限酵素サイトに挿入し、そ
の後プロモーター領域をSalI/BamHIの制限酵素サイトに挿入した。これにより得
られたプラスミドをpBEs-P43とした。Thermobifida fusca YXのゲノムをテンプレ
ートにTfu_0937をPCRで増幅した。増幅したTfu_0937のフラグメントを
BamHI/XhoIの制限酵素サイトにIn-fusion HD Cloning Kit (TAKARA BIO, Inc., 
Shiga, Japan)を用いて、挿入した。得られたプラスミドをpBEs-P43-Tfu_0937とし
た。 
Table 1. Primers used for construction of Tfu_0937 expressing strain 
Primer Sequence (5'-3') 
P43_promoter_F AAAGTCGACCGAAATGCCTCCGGTTTTAGGTGATATTATCATCAG  
P43_promoter_R TTTGGATCCGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGGTACCGCT  
P43_terminator_F AAACATATGGCTAGCATCAGGATTTGTATCCATTATTGGAAGACCAAAC  
P43_terminator_R TTTACGCGTAATTCGTCGCCCTTCCCGTAGC 
Tfu_0937_F GAATGTACACGGATCATGGAATTCCAGCTGGATATCCGCTTCCCGTCCGATTTCGTG 
Tfu_0937_R GCTCGGTACCCTCGACTAGTGGTGATGATGGTGATGTTCCTGTCCGAAGATTCCCCCGTTG 
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4. 枯草菌への形質転換 
 枯草菌をLB培地、37 ℃で一晩培養した。50 μLの培養液を5 mLのSP-1培地(2 
g/L (NH4)2SO4, 14 g/L K2HPO4, 6 g/L KH2PO4, 1 g/L Na-citrate・2H2O, 0.2 g/L 
MgSO4・7H2O, 5 g/L glucose, 0.2 g/L casamino acid, and 1 g/L yeast extract)に植菌し、
37℃で5時間培養した。その後、0.5 mLの培養液を4.5 mLのSP-2培地(55 mg/L 
CaCl2, 237 mg/L MgCl2をSP-1培地に添加したもの)に植菌し、37℃で90分培養し
た。次に、50 μLのpH 7.0の100 mM EGTA(ethylene glycol tetraacetic acid)を添加し、
10分間37 ℃で培養した。この培養液をプラスミドと混合し、37 ℃で90分培養
後、カナマイシン30 mg/Lを含むLB培地で、B. subtilisの形質転換体を選抜し、取
得した。 
 
5. BGLの活性測定 
 精製したTfu_0937は過去の報告の手法を用いて取得した(19)。BGL活性は
p-nitrophenyl-β-D-glucopyranosideを基質に用いて測定した。37 ℃のpH 7.0におい
て、一分間に1 μmolのp-nitrophenolを1 Uと定義した。菌体画分及び、培養上清の
BGL活性を測定した。また培養上清のセロビオースは透析を行い取り除いた。 
 
6. 分析方法 
 グルコース、セロビオース、アセトイン (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO, 
USA)、2,3-ブタンジオール (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. Tokyo, Japan)、乳酸、
酢酸はHPLCを用いて分析を行った。カラムはBio-Rad HPX-87H column (Bio-Rad 
Laboratories, Inc. California, USA)、検出器はRIDを用いて行った。移動相は5 mM
の硫酸を用いて、0.6 mL/min、60 ℃で分析を行った。 
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実験結果及び考察 
2-1. セロビオース及び、グルコースを炭素源に用いた2,3-ブタンジオール生産 
 枯草菌はセロビオースを資化出来る事が知られているにも関わらず、これま
でセロビオースからの2,3-ブタンジオール生産を行った報告はない。そこで本論
文では、セロビオースからの2,3-ブタンジオール生産を行った。セロビオースか
らの2,3-ブタンジオール生合成経路をFig. 2に示す。空ベクターを枯草菌に形質
転換したB. subtilis/pBEsを用いて、セロビオース及びグルコースからの生産を行
った(Fig. 3)。 
 セロビオースを用いて培養した場合、培養72時間後に、25 g/Lのセロビオース
を消費し、5.4 g/Lの2,3-ブタンジオールを生産した(Fig. 3A)。この時の生産速度
と収率はそれぞれ、0.075 g/L/h及び、0.22 g 2,3-ブタンジオール/g セロビオース
であった。一方グルコースを用いた場合、培養48時間後に、60 g/Lのグルコース
を全て消費し、16.8 g/Lの2,3-ブタンジオールを生産した(Fig. 3B)。セロビオース
用いた時の生産量と比較し、グルコースを用いた場合ではおよそ3倍の生産量で
あった。また、グルコースを用いた際の生産速度と収率はそれぞれ0.35 g/L/h及
び、0.28 g 2,3-ブタンジオール/g グルコースであった。これらの結果から、セロ
ビオースを用いた場合の2,3-ブタンジオールの生産性はグルコースを用いた場
合より低い事が分かった。また、セロビオースをグルコースに分解する過程が
ボトルネックである可能性が高いと考え、次項での実験を行った。 
 セロビオース及び、グルコースを用いた場合両方において、アセトインが検
出された。セロビオースの場合では、培養72時間後に6.0 g/L、グルコースの場合
では、13.5 g/Lのアセトインを生産していた。アセトインは2,3-ブタンジオール
の前駆体である。また菌体重量の測定も同時に行った(Fig. 4)。セロビオースを
用いた場合では、培養72時間後まで増加していき、最大値は7.0 g/Lであった。一
方グルコースでは培養24時間後に最大値5.4 g/Lを示し、その後減少して行った。
この減少はグルコースが枯渇したためであると考えられる。 
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Fig. 2. The biosynthesis pathway of 2,3-butanediol from cellobiose in B. subtilis 
 
Fig. 3. 2,3-Butanediol production from cellobiose (A) or glucose (B) using B. 
subtilis/pBEs. Circle symbols and diamond symbols show 2,3-butanediol and acetoin 
production, respectively. Open and Closed triangle symbols show glucose and 
cellobiose concentration, respectively. Data are presented as the average of three 
independent experiments, and error bars represent the standard deviation. 
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Fig. 4. The cell growth of B. subtilis/pBEs using glucose or cellobiose as a carbon 
source. Open symbols and closed symbols show cell growth using cellobiose and 
glucose, respectively. Data are presented as the average of three independent 
experiments, and error bars represent the standard deviation.
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2-2. セロビオースからの発酵におけるBGL添加の影響 
 前項での、セロビオースをグルコースに分解する過程がボトルネックである
という仮説を検証するために、BGLを添加して発酵実験を行った(Fig. 5)。BGL
はセロビオースをグルコースに加水分解する酵素である。T. fusca YX由来のBGL
であるTfu_0937を培養開始時に添加し、B. subtilis/pBEsを用いて行った。培養72
時間後に51.6 g/Lのセロビオースを消費した。これはBGLの添加なしの場合と比
較して、およそ2倍の消費量であった。また2,3-ブタンジオールの生産量は12.4 
g/Lを生産していた。この値は添加なしの場合と比較し、2.3倍の値であった。ま
た生産速度と収率はそれぞれ、0.172 g/L/h及び0.24 g 2,3-ブタンジオール/g セロ
ビオースであった。以上より、Tfu_0937の添加により2,3-ブタンジオールの生産
性は改善したと言え、セロビオースをグルコースに分解する過程がセロビオー
スからの2,3-ブタンジオール生産においてボトルネックの1つである事を明らか
にした。 
 
Fig. 5. 2,3-butanediol fermentation from cellobiose using B. subtilis/pBEs adding BGL. 
Circle symbols and diamond symbols show 2,3-butanediol and acetoin production, 
respectively. Open and Closed triangle symbols show glucose and cellobiose 
concentration, respectively. Data are presented as the average of three independent 
experiments, and error bars represent the standard deviation. 
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2-3. BGL発現株によるセロビオースからの2,3-ブタンジオール生産 
 BGLの添加によりセロビオースからの生産性を改善する事に成功したが、工
業的な生産で酵素の添加を行うには高価な酵素がコスト面で問題になる。そこ
で本論文では、BGLを発現させた枯草菌B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937を構築し、
酵素の添加なしでセロビオースから2,3-ブタンジオールを生産する事を目指し
た。 
 まず構築した株において、菌体画分及び、培養上清のBGLの活性測定を行っ
た(Fig. 6)。B. subtilis/pBEs株では、菌体画分にのみBGL活性が見られ、24時間後
以降その活性は減少していった。この活性の減少により、B. subtilis/pBEs株では
セロビオースの消費量が低くなっていると考えられる。これに対し、B. 
subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937株では、菌体画分、培養上清の両方においてBGL活性
が確認できた。また、その活性は培養72時間後まで増加していた。これらの結
果から、Tfu_0937はB. subtilisにおいて、BGLとして機能している事が示された。 
 次に、B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937株を用いて、セロビオースからの2,3-ブタ
ンジオール生産を評価した(Fig. 7A)。培養48時間後に、セロビオースは全てグル
コースに分解されており、28.1 g/Lのグルコースが消費されずに培地中に残って
いた。そして、培養72時間後に炭素源は全て消費されていた。また培養72時間
後に、21.2 g/Lの2,3-ブタンジオール、8.5 g/Lのアセトインをそれぞれ生産してい
た。この際の生産速度及び、収率はそれぞれ0.294 g/L/h、0.35 g 2,3-ブタンジオ
ール/g セロビオースであった。グルコースを用いた場合と比較するため、B. 
subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937株を用いてグルコースから2,3-ブタンジオールの生産
を評価した(Fig. 7B)。培養48時間後に51.4 g/Lのグルコースを消費し、17.5 g/Lの
2,3-ブタンジオール及び、8.6 g/Lのアセトインを生産していた。この際の生産速
度及び収率はそれぞれ0.36 g/L/h、0.34 g 2,3-ブタンジオール/g グルコースであっ
た。以上の結果より、BGL発現株を用いる事で、グルコースを用いた場合に匹
敵するレベルで、セロビオースから2,3-ブタンジオールを生産する事に成功した
と言える。また、本章で得られたデータをTable 2にまとめた。 
 グルコース及びセロビオースを用いた際に、いずれもアセトイン以外の副産
物として、乳酸及び酢酸が生産されていた(Fig. 8)。また乳酸と酢酸はそれぞれ
最大3 g/L及び1.5 g/L生産しており、アセトインよりも小さい値を示していた。
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また生産された乳酸と酢酸のほとんどは対数増殖期に生産されており、増殖に
伴って生産される事が示唆された。 
 これまでに枯草菌以外で、セロビオースからの2,3-ブタンジオール生産に関す
る研究が2つ報告されている。一つは大腸菌を用いて、セロデキストリンを炭素
源に用いて2,3-ブタンジオール生産を行ったものである(20)。この報告では、ペリ
プラズムにセロデキストリナーゼを発現させ、セロデキストリンを直接利用し
ている。セロデキストリンからの生産速度は0.175 g/L/h、収率は理論収率の84 %
であった。もう一つの研究は、S. cerevisiaeを用いてセロビオースから2,3-ブタン
ジオール生産を行ったものである(21)。この研究では、セロビオースを資化する
ために、セロビオース輸送体と菌体内BGLを共発現させている。セロビオース
からの生産速度及び、収率はそれぞれ0.22 g/L/h、0.29 g 2,3-ブタンジオール/g セ
ロビオースであった。また大腸菌とS. cerevisiaeの野生株は2,3-ブタンジオールを
生産出来ないため、2,3-ブタンジオール生合成に関する遺伝子も導入している。
本論文では、枯草菌にBGLを発現させる事で効率的な2,3-ブタンジオール生産に
成功した。枯草菌でセロビオースから2,3-ブタンジオール生産を行った報告は本
論文が初めてである。また、本論文から得られたセロビオースからの生産速度
及び収率はそれぞれ、0.294 g/L/h、0.35 g 2,3-ブタンジオール/g セロビオースで
あり、セロビオースからの生産速度ではこれまでの報告を上回り、世界トップ
の値を達成する事が出来た。 
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Fig. 6. Beta-glucosidase activity in fermentation using cellobiose as a carbon source. 
BGL activity in supernatant fraction (A) or cell fraction (B). Black bars show BGL 
activity using B. subtilis/pBEs. Gray bars show BGL activity using B. subtilis/pBEs 
adding BGL. White bars show BGL activity using B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937. Data 
are presented as the average of three independent experiments, and error bars represent 
the standard deviation. 
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Fig. 7. 2,3-Butanediol fermentation from cellobiose (A) or glucose (B) using B. 
subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937. Circle symbols and diamond symbols show 
2,3-butanediol and acetoin production, respectively. Open and Closed triangle symbols 
show glucose and cellobiose concentration, respectively. Data are presented as the 
average of three independent experiments, and error bars represent the standard 
deviation. 
 
Fig. 8. Lactate and acetate concentration in 23BD fermentation from cellobiose (A) and 
glucose (B) using B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937. Circles and triangles show lactate 
and acetate concentration, respectively. Data are presented as the average of three 
independent experiments, and error bars represent standard deviation. 
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Table 2. The data obtained from 2,3-butanediol fermentation in this study 
Strain Titer (g/L) Productivity (g/L/h) Yield (g 2,3-butanediol/ g carbon source) Carbon source 
B. subtilis/pBEs 5.4 0.075 0.22 Cellobiose 
B. subtilis/pBEs 16.8 0.35 0.28 Glucose 
B. subtilis/pBEswith adding BGL 12.4 0.172 0.24 Cellobiose 
B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937 21.2 0.294 0.35 Cellobiose 
B. subtilis/pBEs-P43-Tfu_0937 17.5 0.36 0.34 Glucose 
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結言 
 本章では、非病原性で安全な枯草菌を用いて、非可食バイオマスからの2,3-
ブタンジオール生産に向けて、これまでに枯草菌で報告のないセロビオースか
らの2,3-ブタンジオールの生産を目指した。そのために、セロビオースからの生
産検討を行うと共に、グルコースを用いた場合との比較を行った。枯草菌の野
生株はセロビオースから2,3-ブタンジオールを生産可能である事を明らかにし
たが、その生産性はグルコースより低い事が分かった。この実験とBGLの添加
実験から、セロビオースをグルコースに分解する過程が、セロビオースからの
2,3-ブタンジオール生産のボトルネックの一つである事を明らかにした。さらに、
BGL発現株を用いる事で、酵素の添加なしでセロビオースからグルコースに匹
敵するほどの、生産速度及び収率(0.294 g/L/h、0.35 g 2,3-ブタンジオール/g セロ
ビオース)を達成する事に成功した。この際の生産速度は、これまでのセロビオ
ースからの2,3-ブタンジオール生産において、競合研究を上回り世界トップレベ
ルの値であった。以上の事から、セロビオースとグルコースの与える影響の違
いに着目し、枯草菌を用いてセロビオースからの効率的な2,3-ブタンジオール生
産に成功したと言える。 
 しかしながら、グルコース、セロビオースを用いた両方の場合において、2,3-
ブタンジオールの前駆体であるアセトインの蓄積が見られた。今後、更なる生
産性向上のために補酵素バランスの改善や、BDHのスクリーニングなどを行い、
アセトインの蓄積抑制による収率の向上が必要不可欠である。 
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総括 
 本論文では、バイオマス資源の有効利用に向け、様々なバイオマス由来炭素
源を用いた物質生産技術の開発を目指した。これまでに、利用できる炭素源の
幅を広げる研究はあるが、それらの炭素源間での違いに着目した研究はほとん
どない。そこで、バイオマス由来炭素源を用いて、炭素源の違いが生産性に与
える影響を分析し、生産性向上を目指した。 
 第1章では、ファインケミカルであるエクトインの生産に着目した。エクトイ
ンは保湿性に優れた有用化合物であるが、これまでにグルコース以外のバイオ
マス由来炭素源から生産された報告はない。本論文では、H. elongataが様々な炭
素源からエクトインが生産可能である事を明らかにした。また、グルコースと
キシロースを用いた際の生産性の違いに着目し、派生物量や遺伝子発現を分析
する事で、エクトインの生産性向上に寄与する代謝改変を見出した。 
 第2章では、バルクケミカルである2,3-ブタンジオールの生産に着目した。2,3-
ブタンジオールは、合成ゴムの原料である1,3-ブタジエンを始め様々な化成品原
料に変換可能な有用化合物である。本論文では非病原性で安全な枯草菌に着目
し、これまでに枯草菌で報告のない、セロビオースからの2,3-ブタンジオール生
産を目指した。グルコースとセロビオースから生産性へ与える影響を比較する
事により、セロビオースをグルコースに分解する過程がボトルネックである事
を明らかにした。また、T. fusca YX由来のBGLを枯草菌に発現させる事で、ボト
ルネックを解消し、セロビオースから高効率に2,3-ブタンジオールを生産する事
に成功した。 
 本論文では、バイオマス由来の様々な炭素源からエクトイン及び2,3-ブタンジ
オールを生産する事に成功した。また、第1章ではグルコースとキシロースが与
える影響の違いに、第2章ではグルコースとセロビオースが与える影響の違いに
着目し、生産性向上に寄与する代謝改変を見出す事に成功した。今後、検討す
る炭素源の種類や、分析する要素を増やす事で、生産性向上のための新たな代
謝改変を見出す事が期待できる。以上より、本論文では、様々な炭素源間での
代謝の比較を起点に、生産性向上に寄与する代謝改変を見出すという新たなア
プローチを提案する。このアプローチは、目的の生産物や使用する微生物によ
らず、今後バイオマス資源からの物質生産技術の開発への応用が期待できる。
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